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ABSTRACT 
  
 
A link has been hypothesised to occur between suboptimal 
maternal nutrition and impaired foetal development leading to a 
predisposition to a range of adult pathologies. As a clear connection 
between dietary intake of methyl group donors and epigenetic defects has 
been demonstrated both in vivo and in vitro, this project had the purpose of 
generating a disruption into the methyl/folate cycle to investigate DNA 
methylation alterations during human preimplantation embryo 
development, using human embryonic stem cells (hESCs) as an in vitro 
model. In particular, HUES-7 stem cells were employed and cultured 
using either standard or methyl deficient media to test this hypothesis. 
After the treatments, that included an inhibitor of a key enzyme of the 
cycle, Differentially Methylated Regions (DMRs) of six imprinted genes 
were analysed and assessed for their methylation status at Cytosine-
phospho-Guanosine (CpG) sites. As a consistent decrease of methylation 
was observed for the gene H19 in treated cultures, its allelic expression 
was then investigated and an initial process of Loss Of Imprinting (LOI) 
was found. Additionally, global DNA MethylTransferase (DNMT) activity 
was examined and a statistically significant decrease in treated samples 
was detected. Finally, hESCs were differentiated into Embryoid Bodies 
(hEBs), which were compared and stained for pluripotency and germ-layer 
specific markers. Consistently different expression of OCT-4 and NANOG 
was noticed for treated-culture derived hEBs. 
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RIASSUNTO 
 
 
Negli ultimi anni è stata ipotizzata l’esistenza di un rapporto tra 
livelli sub-optimali di composti donatori di metile nell’alimentazione 
materna e un aberrante sviluppo embrionale, spesso causa di 
predisposizione a varie patologie nell’età adulta. Poiché è stata dimostrata 
sia in vitro che in vivo una chiara relazione tra apporto, con la dieta, di 
molecole donatrici di gruppi metile e alterazioni epigenetiche, questo 
progetto ha avuto lo scopo di generare e indurre scompensi nei cicli 
congiunti del metile e del folato per studiare alterazioni nel dinamico 
processo di metilazione del DNA che avviene durante lo sviluppo 
embrionale pre-impianto, con l’utilizzo come modello di cellule staminali 
embrionali umane (hESCs). In particolare, si è fatto uso di una linea 
cellulare, HUES-7, coltivata usando sia terreni standard sia terreni a bassa 
concentrazione di donatori di gruppi metile. Successivamente ai 
trattamenti, che hanno incluso anche un inibitore di uno degli enzimi 
chiave del ciclo del metile, specifiche Differentially Methylated Regions 
(DMRs) di sei geni imprinted sono state analizzate annotandone lo stato di 
metilazione dei siti Citosina-fosfo-Guanina (CpG) che le compongono. 
Poiché un rilevante fenomeno di demetilazione è stato osservato per il 
gene H19, ne è stata esaminata l’espressione allelica portando alla luce un 
processo iniziale di perdita di imprinting (LOI). Inoltre, è stata misurata 
l’attività globale degli enzimi DNA MetilTransferasi (DNMTs) e un 
decremento statisticamente significativo è stato individuato nei campioni 
trattati. Infine, le cellule sono state indotte al differenziamento in corpi 
embrioidi (hEBs) che sono stati successivamente comparati tra loro e 
saggiati per marcatori di pluripotenza e foglietto germinativo specifici 
tramite tecniche immunoistochimiche. Un diverso livello di espressione è 
Created by Neevia Personal Converter trial version http://www.neevia.com
 10 
stato individuato per OCT-4 e NANOG negli hEBs derivati da colture 
trattate con terreni a bassa concentrazione di donatori di gruppi metile.   
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